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論 文 内 容 の 要 旨 
〔 目   的 〕 
 小胞輸送は生命活動において大変重要な役割を担っており、今日までにその経路に関与する様々な因子が同定され
ている。特に、単量体 G タンパク質である Rab や Arf が重要な役割を果たしていることが明らかにされ、様々な手
法によってそのメカニズムが調べられている。また最近では、主に細胞骨格、遺伝子発現および細胞増殖の制御に関
わるとされてきた Rho ファミリーG タンパク質の小胞輸送への関与も明らかになりつつある。Rho ファミリーG タ
ンパク質の一員である TC10 は、脂肪細胞におけるインシュリン刺激依存的なグルコーストランスポーター４
（GLUT4）のエキソサイトーシスヘの関与について詳細に研究されている。また、嚢胞性繊維症の原因遺伝子であ
る嚢胞性繊維症膜貫通調節因子や、記憶に関与する AMPA 型グルタミン酸受容体の細胞膜への輸送への関与も示唆
されている。しかし、Rab や Arf とは異なり、TC10 の活性が小胞輸送の過程でどのような制御を受けているかはほ
とんど明らかになっていない。このメカニズムを解明することにより、糖尿病などの疾患について重要な知見を得る
ことができ、ひいては治療薬の開発にも貢献することが期待される。そこで TC10 活性の小胞輸送過程での制御メカ
ニズム解明を目的として本研究を行った。 
〔 方法ならびに成績 〕 
 単量体 G タンパク質である TC10 は、他の Rho ファミリーのメンバーと同様に、GTP 結合型と GDP 結合型の２
つの形態をとり、分子スイッチとして働く。そこで、細胞内における TC10 の時空間的な活性変化をモニターするた
めに、FRET モニター分子 Raichu-TC10 を作成した。Raichu-TC10 は、緑色蛍光タンパク質（GFP）の変異体であ
るシアン蛍光タンパク質（CFP）と黄色蛍光タンパク質（YFP）で TC10 とそのエフェクターをはさんだ構造を持つ。
また、Raichu-TC10 はその分子内の TC10 の活性変化に伴って CFP と YFP 間での蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）
の効率に変化が生じるようにデザインされている。このプローブの FRET 効率を計測することで、TC10 が生細胞内
において GDP 結合型と GTP 結合型のどちらの形態をとっているかを知ることができる。Raichu-TC10 を発現させ
た培養細胞を蛍光顕微鏡で観察し、TC 活性の分布を調べたところ、細胞膜に存在する TC10 は GDP 結合型が主であ
るであるのに対して、小胞上ではより GTP 結合型が多いことがわかった。次にこの活性の変化がいつどこで起きる
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のかを調べるために、Raichu-TC10 を発現させた培養細胞を全反射蛍光顕微鏡を用いて高速で観察した。その結果、
輸送小胞が細胞膜に融合する直前に、TC10がGTP結合型からGDP結合型へと変換していることが明らかになった。
またこのGTP水解反応は細胞膜のごく近傍でp190RhoGAP-Aによって引き起こされていることがわかった。さらに、
TC10 の恒常活性型変異体および優勢劣性型変異体の過剰発現により、TC10 の存在する小胞が細胞膜へ融合する回
数が減少した。RNA 干渉法による TC10 や p190RhoGAP-A のノックダウンによっても融合の回数が減少することが
わかった。以上のことから、TC10 の加水分解は輸送小胞の細胞膜への融合に必要であることが明らかになった。 
〔 総   括 〕 
 本研究で開発した FRET プローブにより、TC10 の時空間的な活性変化を捉えることができた。輸送小胞上の単量
体 G タンパク質の活性変化を検出したのは世界で初めてのことである。またこのプローブを使った解析により、輸送
小胞の細胞膜への融合には TC10 の加水分解が必要であり、これは GTP 水解反応促進因子である p190RhoGAP-A に
よって引き起こされていることが明らかになった。活性型 TC10 が結合する分子のひとつは Exocyst 複合体の構成要
素である Exo70 である。輸送小胞が細胞膜に融合する以前にその小胞は細胞膜につなぎとめられる必要があり、
Exocyst 複合体はその過程に重要な役割を果たすことが知られている。以上のことから、小胞融合前に起こる TC10
の加水分解は p190RhoGAP-A によって促進され、その水解によって TC10 から解離した Exo70 が構造変化を起こし
て、さらに Exocyst 複合体の会合状態の変化を引き起こし、それが引き金となって小胞が融合の段階へ進むというモ
デルを提唱している。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 小胞輸送は生命活動において大変重要な役割を担っており、その経路には様々な遺伝子が関与することが知られて
いる。Rho ファミリーG タンパク質の一員である TC10 は分子の細胞膜への輸送（エキソサイトーシス経路）に関与
すると考えられているが、その詳細な機能とメカニズムは明らかになっていない。そこで細胞内の TC10 の活性制御
をモニターできるプローブ Raichu-TC10 を作成し、TC10 の機能解明を目的として研究を行った。その結果、TC10
は細胞内の輸送小胞上において活性が高く、エキソサイトーシス経路の最終段階である輸送小胞が細胞膜へと融合す
る現象の直前に TC10 の活性低下が必要であることが明らかになった。本研究結果に基づき TC10 は小胞融合過程の
トリガーとして機能すると考えられた。本研究成果は、インシュリン刺激依存的なグルコーストランスポーター
（GLUT4）などの膜輸送に関わる重要な知見であり、糖尿病などの治療薬開発に今後寄与しうると評価され、博士
（医学）の学位授与に値すると考えられる。 
